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INTRODUCCIO

L’ordenament sistematic de les estirps bacterianes s’ha realitzat durant
molt de temps seguint les mateixes pautes i tenint en compte les mateixes
limitacions tedriques que dirigeixen el treball del sistematic dels orga-
nismes eucariotics. Una idea basica ha estat agrupar els procariotes sota
un nom genéric i un altre d’especific, de manera que la unitat formada
tingués el mateix sentit que l’espécie en el mén dels eucariotes. La siste-
matica dels éssers superiors uniceHulars o pluriceHulars atén sobre tot
a les caracteristiques fenotipico-morfologiques dels individus un cop s’han
esgotat les possibilitats genétiques de diferenciacié i d’agrupament (analisi
de la reproducci6, cariotip, etc.). La importincia de les dades fenotipi-
ques, sobretot les de base morfologica, queda minimitzada quan es consi-
dera la sistematica bacteriana. Podria dir-se que el nivell d’organitzaci6
procaridtic es distingeix de I'eucaridtic pel fet que I'eficicia biologica dels

* ADVERTIMENT: Encara que l'estructura d’aquest escrit sigui la d'un article
cientific, el contingut i la discussié dels resultats s’han exposat amb la idea d’esperonar
la discussi6 més que no pas d’establir conclusions fermes. Crec que aquesta va ser la
idea del RECAP-75 a Sta. M.» de Poblet i he procurat ésser fidel totalment a aquest
esperit.

p;'ma el meu desig que el lector considerés aquest treball amb punts de vista critics
oberts. No pretenc afirmar coses i tancar discussions. Només plantejo fets i dificultats
d’interpretacié en un camp; l’evolucié dels bacteris, molt poc conegut i, per tant, ob-
jecte de moltes hipotesis i especulacions. Si les dades que presento i el seu tractament
serveixen per confirmar o despertar nous punts de vista en algun dels lectors, em donaré
per satisfet.
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eucariotes es fonamenta en gran part en la seva capacitat de diversificacio
morfoldgica. Ben al contrari, ’¢xit biologic dels bacteris es basa en la seva
capacitat d’adaptacié bioquimica. Donada una morfologia, la diversitat
fisiolégica dels bacteris que la poseeixen és sorprenent.

Tanmateix, la diversificacié morfologica dels bacteris no es pot sub-
valorar. De fet, la consideracié6 de les morfologies bacterianes ha demos-
trat ser una base ferma per a l’establiment d’alguns grups bacterians.
Els caracters fenotipico-morfologics en la classificacié dels bacteris poden
fer-se servir a aquest nivell, perd la seva escassetat no permet avangar
sistematicament molt més enlla de I'ordenament en grans grups.

Els bacteris, com a grup, ofereixen els caracters fenotipics a nivell bio
quimic més que no pas morfologic. Un cert nombre d’aquests caricters
bioquimics, d’arrel fisiologica la majoria de les vegades, poden ésser es-
tudiats al laboratori. Perd aquesta analisi de caracters bioquimics és un
arma enganyosa. Per una banda sembla que l'estudi de la base quimica
d’'un caracter d’'un ser viu ¢és l'analisi més fina del genotip de I'indi-
vidu i, per tant, d’'un valor objectiu més gran. Perd per altra banda, la
capacitat fisioldogica d’un bacteri per metabolitzar cert producte pot de-
pendre d’un sol gen. En canvi, un caracter morfologic és conseqii¢ncia de
diversos gens. Es a dir, la consideracié d’un tret morfologic equival a
I'analisi d’'una considerable massa de genoma, mentre que l'anilisi d’un
caracter bioquimic pot donar-nos informacié només d’'un petit fragment
de genoma. Naturalment, en aquest tipus de comporacions de trets
morfologics s’ha de tenir cura de no confondre caracters semblants a
causa de la convergéncia amb d’altres que reflecteixen un parentiu ge-
netic.

De tot I'anterior es dedueix que per a obtenir una informacié global
acceptable del genoma d’un bacteri mitjangant proves bioquimiques cal
analitzar el fenotip de molts gens. Aquesta és una tasca llarga i tediosa
en el treball de laboratori. Per altra banda quan en la determinacié
i classificaci6 d'un bacteri no es poden fer servir caracters morfologics dis-
tintius, les proves bioquimiques poden conduir a classificacions que agru-
pin microorganismes amb els acids nucleics molt diferents?. Immediata-
ment, a I'investigador se li planteja el dubte de si haura agrupat, basant-
se en uns pocs trets fenotipico-bioquimics, una série d’organismes sense
cap parentiu filogenétic (1).

Tanmateix, les classificacions de base bioquimica sén iitils des d'un
punt de vista operatiu en molts camps de la microbiologia i el microbié-
leg molts cops no pretén més que obtenir una ordenacié wtil als seus pro-
posits. MANDEL '? ho reflecteix ben bé en aquesta frase: «Igual que amb

1 Sempre que en aquest escrit utilitzo els termes «relacions naturals entre organis-
mes» ho faig en el sentit de «relacions derivades d’un parentiu filogenéticn.
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les cigarretes, una bona espécie i una bona classificacio son aquelles que
satisfan».

Després d’establir els grups d’éssers vius, el sistematic intenta d’orde-
nar-los segons una classificacié natural. En l'estat actual del coneixement
del mén procaridtic pot ser aventurat de parlar de filogénia bacteriana
i per tant de «classificacié6 natural» de bacteris. El coneixement més com-
plet dels sistemes de transmissi6é genética en els bacteris pot conduir a una
idea ben diferent del que és una classificacié natural en els bacteris i en
els éssers eucariotics. Els estudis de laboratori ens indiquen que l'estabili-
tat d’'un genoma bacteria en una poblacié mixta a la natura pot ser molt
relativa. Com a factors determinants de canvis en el genoma no sola-
ment figuren les mutacions siné els sistemes de transmissié genética d’e-
fectes molt més drastics. La realitat de la conjugacid, transformacié i
transduccié bacterianes, i el paper dels profags i plasmids invita a con-
siderar el genoma dels bacteris com a una molé¢cula de DNA amb un
elevat «turnover genéticn des d’un punt de vista evolutiu. Fa uns anys,
les consideracions d’aquest tipus participaven d’una elevada dosi de teoria.
Tanmateix, els esforcos que actualment es porten a terme a fi de veri-
ficar la transmissi¢ d’informaci6 genética a la natura han arribat a re-
sultats positius ! 1830,

Es indubtable que la clasificacié dels bacteris es necessaria sigui o no
filogenética. Al llarg dels anys seixanta s’han desenvolupat una série de
técniques per a l'estudi dels acids nucleics que tenen molt d’interés per
a la sistematica bacteriana. Aquests métodes permeten el calcul del 9,
molar de guanina i citosina (%, GC) del DNA, de la semblanca en la se-
qiiéncia de bases entre dues molecules de DNA o entre una de DNA
i una altra de RNA (homologia d’acids nucleics) i de la grandaria del
genoma dels bacteris. SNEATH 2* resumeix aixi les principals dades de les
quals pot disposar en I'actualitat un sistematic bacteria:

1. Aspectes fenotipics:

¢ Caracterfstiques morfologiques.
e Caracteristiques bioquimiques i genétiques.

2. Aspectes fenétics:

® Reaccions de tipus serologic entre proteines.
® Mesura de I'homologia entre els acids nucleics.

3. Aspectes genotipics:

* Seqiienciacié dels aminoacids de les proteines.
e Seqiienciacié de les bases dels acids nucleics.



154 FRANCESC TORRELLA i MATEU

El treball que s'exposa a continuacié tracta la taxonomia d’un grup
de bacteris, els bdeHovibrions, i es discuteixen els resultats en el context
general de les classificacions de bacteris i de 'evolucié en el mon proca-
riotic.

Els bdeHovibrions sén bacteris parasitics agrupats en el génere Bde-
llovibrio que parasiten altres bacteris. S6n aerobis estrictes, gramnegatius,
de morfologia vibriHar, amb un flagell polar provist d’'una beina que en-
volta el cos central del flagell i es continua amb la paret del bacteri. Els
Bdellovibrio que s’aillen de la natura (sols, aigiies dolces, mar, etc.) de-
penen d’un hoste (un altre bacteri) per a la seva existéncia i per aixd s6n
anomenats en anglés host dependents (HD). Al laboratori s’han seleccio-
nat soques que poden viure en medis de cultiu rics sense necessitat d'in-
fectar un hoste. Aquestes soques reben el nom de host independents
(HI). L'accié parasitica dels bdeHovibrions es limita a altres bacteris gram-
negatius, puix que no sén certes les dades referents a bdeHovibrions que
ataquen els bacteris grampositius. La figura 1 mostre el cicle vital d’'un
bdeHovibrié parasitic. Aquest cicle comprén una fase lliure (forma vibril-
lar), I'atac propiament dit (adsorci6 i digesti6 de la paret de I'hoste),
creixement del parasit dins I'espai periplasmatic del bacteri hoste (fase
espiriHar), segmentaci6 de l'espiral del bdeHovibrié i sintesi del flagell,
i finalment trencament dels restes de I'’envoltura ceHular del bacteri hoste
(bdeHoplast) i alliberament dels bdeHovibrions fills infectius. Les figures
2 i 3 s6n dues micrografies electrdniques que mostren la morfologia d’'un
Bdellovibrio tipic (fig. 2) i el moment de l'atac del parasit a 'hoste
(fig. 3). El lector interessat en altres detalls de la biologia dels bdeHovi-
brions pot consultar les revisions de STARR i HUANG #* i de STARR i SEID-
LER 2%,

Per la seva mateixa naturalesa parasitica manca en els bdeHovibrions
una part important de la maquinaria biosintética habitual en un eubac-
teri. Generalment falten molts enzims utilitzats per la degradacié dels
sucres, la sintesi de les bases dels acids nucleics i d’altres. Aixd determina
la impossibilitat de fer estudis complets amb les proves bioquimiques
d’ds habitual al laboratori. SEIDLER, MANDEL i BAPTIST estudiaren 22 la
sistematica del grup Bdellovibrio mitjancant les homologies entre els acids
nucleics d’algunes soques. Fruit d’aquest treball va ser la distincié de tres
espécies acceptades a la vuitena edicié del Manual Bergey’s de Determina-
cié Bacteriologica 3.

Totes les soques de Bdellovibrio aillades fins avui dia presenten una
identitat quasi absoluta quant a morfologia, estructura i cicle vital. En
algun cas, com a Bdellovibrio W ¢ s’ha descobert que el parasit pot en-
quistar-se quan infecta altres bacteris. Aixd no es coneix d’altres bdeHovi-
brions, perd pot molt ben ser que no s’hagi buscat o no s’hagi trobat
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encara la soca hoste adequada. Hi ha alguna altra diferéncia relativa a
P'especificitat de I'hoste, puix que unes soques ataquen preferentment els
pseudomones i d’altres els enterobacteris gramnegatius. Els estudis dels

bdel‘lovibrié
infectiu

bdel‘loplast espiril'lar

Fic. 1. — Cicle infectiu d’'un Bdellovibrio HD. Les fases de 1'atac es descriuen amb
detall al text.

acids nucleics van revelar que el grup dels bdeHovibrions no era tan
homogeni com feien suposar la seva morfologia, estructura i cicle vital.
En el present treball s’exposen els resultats de I'estudi de les homologies,
el 9, GC i la grandaria del genoma de soques ja estudiades i d’altres
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aillades de nou. Els resultats posen de manifest la dificultat de I'estudi de
la filogénia bacteriana, adhuc tenint a les mans les dades de les homolo-

Escherichia coli K12 2200 x 10‘
Bdellovibrio starrii A3.12 1700 x 10® .
750 -qe:u tedrics
Bdellovibrio stolpii UKi2 1490 x lo‘
Bdellovibrio 3294 1325 x 106
Bdellovibrio W 1320 x 108
Bdellovibrio bacteriovorus . 1340 x 10‘

Fi1G. 4. — Grandaria del genoma d’Escherichia coli comparat amb el
de diverses soques de Bdellovibrio.

1 gen ~ 1000 parells de nucledtids.
Pes molecular mitja d’un nucledtid=gg1.
( - - - )=diferéncia de grandiria entre genomes.

gies entre els acids nucleics de les soques comparades. D’altra banda,
aquestes dades augmenten el coneixement de la diversitat genotipica dels
bacteris del grup Bdellovibrio.

MATERIAL 1 METODES

Microorganismes estudiats

Soques de Bdellovibrio independents d’hoste (HI): Bdellovibrio 100;
109D; W; UKig; Ag.12; 3204; 3293. Soques dependents d’hostes (HD):
Bdellovibrio SP-1; Sg; S2; C1; C3; C4. Escherichia Coli WP-2; Spirillum
serpens MWp.

Lloc d’aillament de les soques

Bdellovibrio 100; 109 i Ag.12 foren aillades de sols a California
(USA); Bdellovibrio UKiz procedeix de Kentucky (USA); Bdellovibrio
W fou aillada a Alemanya; Bdellovibrio 3294 i 3293 procedeixen d’aigua-
molls de les costes del Japé; Bdellovibrio SP-1 fou aillada per l'autor
d’un sdl de conreu de Valls (Alt Camp) i Bdellovibrio S2; Sg; Ci1; C3 i
C4 d’aigiies residuals de Valls.



FiG. 2. — Morfologia tipica d’una soca de Bdellovibrio aillada d’aigiies residuals. Tinci6
negativa amb acetat d’uranil al o,5 9, (X 87000).
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Fi6. 3. — AtaBc d’un Bdellovibrio a una célula d’Escherichia coli. Tincié negativa amb
aad fostotingstic al 1 9, (X 38.000).
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Cultius cellulars

Les soques de Bdellovibrio independents d’hoste, Escherichia coli i Spi-
rillum serpens foren cultivades en mitja PYE liquid a go °C **. Les soques
dels bdeHovibrions dependents d’hoste varen créixer sobre Spirillum ser-
pens en medi NB-10'® fins que l'observacié al microscopi mostrava la
destruccié completa de las c¢Hules del bacteri hoste.

Extraccid i purificacié del DNA

Les c¢Hules d’Escherichia coli i de Bdellovibrio un cop rentades amb
tampé foren lisades amb dodecilsulfat de sodi al 2'%. El DNA s'obtingué
i purificA mitjancant la modificacié del métode de MARMUR ** utilitzada
per SEIDLER j coHaboradors 2L,

Determinacié del 9, molar del GC

La concentraci6é de guanina i citosina es va determinar per I'obtencié
del punt mitja de fusié (Tm) de I'acid nucleic **. La fusié del DNA es por-
ti a terme en tampé SSC diluit deu vegades i fent servir com estandard
intern DNA d’Escherichia coli WP-2 amb un 9, GC conegut i igual al 51.
Per al calcul final de la Tm, la lectura de la densitat dptica a cada tem-
peratura es corregi tenint en compte la dilatacié de les cubetes. La for-
mula emprada per al calcul final del 9, GG fou la de MaNDEL et al. *3.

Reassociacié del DNA (homologies i grandaria del genoma)

La reassociacié es va fer en tampdé 3xSSC amb un 209, de dimetil-
sulfoxid (DMSO) segons la técnica descrita per SEIDLER i MANDEL %!, me-
surant la disminucié de la densitat optica a la cubeta de reaccié. E1 DNA
utilitzat es trenca amb una premsa de French a 15000 psi. Després la
mostra es va passar per un filtre de nitrat de ceHulosa (Millipore de
0,45 #m de porus mitja i va dialitzar-se durant 24 hores en el tampé es-
mentat.

Les férmules emprades per a l'obtencié de I'homologia i de la gran-
daria del genoma aix{ com altres detalls técnics es troben a SEIDLER i
ManDEL . Cal dir que la reaccié es va realitzar a una temperatura de
Tm-25 °C. A aquesta temperatura dues cadenes senzilles de DNA poden
aparellar-se encara que les seqiiéncies de bases no coincideixin exactament.
En canvi, a Tm-15 °C, temperatura més restrictiva, només les cadenes
senzilles de DNA que s6n idéntiques en seqii¢ncia poden arribar a apa-

13
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rellarse. D’aixd es dedueix que una manca d’aparellament (reassociacio)
a Tm-25 °C indica una falta d’homologia entre dos DNA molt més im-
portant que el mateix fet a Tm-15 °C.

REsuLTATS
La taula 1 indica el 9, GC i la nomenclatura taxondmica de les

soques de Bdellovibrio estudiades. El 9, GC varia des de g7 fins 1. El
limit inferior estd representant per soques aillades al Japé (37-38 % GC).

TAuLA 1. — 9, GC de les soques de Bdellovibrio estudiades i nomenclatura
taxonomica acceptada fins Uany 1972

Soca de Altres autors? Taxoespécie

% GC

Bdellovibrio % GC acceptada
109D 51 51,5 Bdellovibrio bacteriovorus
SP-1 50,05 — —

Se 48,09 — —
S3 48 - —
G 47,9 — —
Cs 47,9 - —
C4 47,9 — —
w 437 — —
Ag.12 48,46 435 Bdellovibrio starrii
UKizg 41,77 41,8 Bdellovibrio stolpii
3294 37-38 — —
3293 38,46 - — —

1 Seidler et al. (1972).

TAYLOR et al® han aillat alguns bdeHovibrions marins amb un 9% GC
semblant. Hi ha un altre grup de bdeHovibrions amb un 9, GC de 41,5
a 44. Un tercer grup ben definit inclou soques amb un 9%, GC de 49,5 a
51. Algunes de les soques aillades a Catalunya tenen un %, GC lleugera-
ment inferior i igual a 48.

La figura 1 mostra la grandaria del genoma de les diferents soques
de Bdellovibrio comparat amb el d’Escherichia coli. El genoma més gran
correspon a la soca Ag.12. Aquest resultat coincideix amb les dades d’altres
autors *2, En conjunt, la grandaria del genoma dels bdeHovibrions és més
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petita que el d’Escherichia coli, com correspon a un bacteri parasitic en
el qual manquen molts enzims de biosintesi de metabolits ceHulars.

La taula 2 expressa I'homologia detectada entre DNA de parells de
soques de Bdellovibrio. Els valors de ‘9% GC escrit a la dreta de la ma-
teixa taula posen de manifest que dos DNA amb un 9%, GC igual o molt
semblant poden no presentar homologia.

TauLA 2. — Tant per cent d’homologia entre els DNA de diverses soques
de Bdellovibrio

Parells de soques % d’homologia % d’homologia
b

a entre el DNA segons altres % de dGC delbs DNA
de Bdellovibrio deaib autors 1, 8 cal
Ag/12W 23 — 43:5/437
UKiz/W 28,5 — 41,8/43.7
Ag.12/UKiz 14 16 43.5/41,8
A3-12/3294 0 — 43:5/37:4
UKiz /3294 87 — 41.8/37.4
W/3294 32 — 43/7/87:4
100/Ag.12 — 1 50/43,5
100/UKiz — o 50/41,8
100/109D — 10§ 50/51
1 Seidler et al. (1972). 2 Seidler et al. (1969).
DISCUSSIO

D’acord amb les dades del 9, GC (taula 1), el grup dels bdeHovibrions
podria ésser dividit en tres subgrups diferents. Cadascun d’aquests sub-
grups estaria caracteritzat pel seu 9, GC. En aquest cas 49,5% a 519
(primer grup), 42 % a 44'% (segon grup) i 37'% a 38, (tercer grup).
Si el nostre estudi dels acids nucleics s’hagués aturat en aquest punt, la
formacié dels tres subgrups sembla una conseqii¢ncia logica. Perd, com
hem dit abans, la igualtat en 9, GC no suposa la homologia en la seqii¢n-
cia de bases en el DNA (taula 2). En canvi, una diferéncia important dels
% GG entre dos DNA permet predir poca o gens homologia entre els dos
acids nucleics. SuEOKA (1961) estima que una diferéncia d’'un 109, entre
els 9, GC del DNA de dos bacteris suposa l'existéncia de molts pocs frag-
ments amb el mateix contingut de guanina i citosina i, per tant, és d’es-
perar molt poca homologia. Més tard DELEY 5 ha calculat que dos DNA
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que difereixin en un 16 9, GC poden tenir en comi com a maxim un
4 % de les seves seqiiéncies de nucleotids.

Aixi, doncs, ja sense fer les homologies dels DNA de Bdellovibrio
3294 (37 % GC) i de Bdellovibrio 109D (51 9, GC), podem saber que la
semblanca serd molt magra o no existird en absolut. Les soques Bdello-
vibrio 100 (509, GC) i 109D (519, GC) presenten un 100 %, d’homolo-
gia com varen demostrar SEIDLER et al. 2. Aquest resultat s'ajusta a l'es-
perat entre dos bacteris amb el mateix contingut de GC i morfologia i
cicle vital idéntics. La conclusié no es pot estendre a tots els casos. Aixi,
Bdellovibrio Ag.a2 (43,5 % GC) i Bdellovibrio UKiz (42 9%, GC) solament
tenent un 16 9, d’homologia i en canvi els %, GC sén quasi iguals. Es a
dir, els percentatges de guanina i citosina molt diferents poden ésser titils
per separar soques. Pel contrari, €ls 9, GC molt semblants no poden fer-
se servir per establir grups dintre un conjunt de soques idéntiques en
estructura i proves bioquimiques.

Segons les dades del 9, GC i homologies presentades en aquest treball,
les tres especies de Bdellovibrio descrites per SEIDLER et al. 22: Bdellovibrio
bacteriovorus, Bdellovibrio starrii i Bdellovibrio stolpii, s’haurien d’am-
pliar en dues més. Aquestes noves espécies estarien representades per les
soques 3294 i W a les quals caldria posar noms especifics. Encara no hem
mesurat ’homologia de les soques que hem aillat a Catalunya amb altres
de semblant %, GC, per exemple Bdellovibrio 109D de California. Potser
hi trobarem molta semblanga, perd no podem predir res encara, vist el
resultat obtingut amb les altres soques del Japé i Alemanya.

Perd proposant només noves espécies podem quedar-nos curts. Aixi
BRENNER et al .2 treballant amb enterobacteriacies fixen la xifra de 40 9
d’homologia per poder incloure dues soques dins un mateix génere de
bacteris. En el cas dels bdeHovibrions i seguint aquestes indicacions hau-
riem de formar nous generes i separar-los de Bdellovibrio, puix molts
cops les homologies entre soques no arriben ni al 304,. Seguint I'orto-
doxia vigent i I'esperit del ego sum, la «llei» em protegiria pel fet d’es-
tablir diversos géneres dins una familia de bacteris que en podriem dir
«BdeHovibriacies»n. No crec que sigui aquest el cami per aportar quelcom
de positiu a la classificacié6 dels bacteris.

En el cas de Bdellovibrio i en d’altres que exposarem més endavant,
crec que hem arribat a un punt en qué cal preguntar-se el significat
dels estudis d’homologia d’icids nucleics i si realment aquests tipus de
mesures poden aclarir una mica les classificacions bacterianes. Un fet és
evident: l'estudi de I'homologia entre dos icids nucleics ens déna una
imatge prou bona per poder comparar les seqiiéncies de bases en els DNA
i els RNA. Aixd sens dubte té un gran valor per a l'estudi fi de dos ge-
nomes bacterians. Perd... fins a quin punt poden fer servir aquestes dades
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per ordenar els bacteris en una classificacié el més filogenetica possible?

Quan parlem d’un o %, d’homologia entre dos DNA no vol dir que els
acids nucleics siguin completament diferents quant a seqii¢ncia de bases.
Com ja s’ha dit en la introduccio, les técniques emprades estan a un ni-
vell fenétic i no estritcament genotipic. Per tant, un 09, d’homologia
només vol dir una poca semblanca molt acusada.

El caracter haploide del genoma bacterid (deixem a part alguns arte-
factes de laboratori) i la no repeticié dels seus cistrons, excepte alguns
pel rRNA i algun altre ! fan que un canvi en la mol¢cula del DNA dels
bacteris representi una modificacié més important en el conjunt del ge-
noma que no pas el mateix canvi en l'acid nucleic d’'una c¢Hula eucario-
tica. El genoma d’un eucariota com a minim és diploide i en ell molts
cistrons estan repetits moltes vegades. En altres paraules podriem dir que
el genoma d’un eucariota esta molt més tamponat que el d’un bacteri
envers els canvis de bases o de fragments de DNA.

Suposem per un moment que les dades d’homologia entre DNA ens
donen una idea ferma del parentiu filogenétic entre dos bacteris des d’'un
punt de vista evolutiu, el cas dels bdeHovibrions i d’altres de ben cone-
guts, com els dels bacils esporulats grampositius inclosos en el genere
Bacillus, podria ser un exemple de convergéncia evolutiva. La forma de
vida tipus «bdeHovibri6» seria el resultat de I’evolucié fins al parasitisme
intraceHular de diverses formes bacterianes genéticament allunyades. Es
a dir, d’entre la gran diversitat de bacteris aerobis primitius, algunes li-
nies haurien arribat en el curs de l'evolucié a un tipus de vida «bdeHovi-
brién. Les formes actuals amb un contingut i seqii¢tncia de bases molt
diferents provindrien de linies independents.

Des d’un punt de vista d’evoluci6 en els éssers vius eucariotes, aquesta
sembla ser una consegfi¢ncia logica si considerem les semblances en
I'estructura ceHular i el cicle vital dels bdeHovibrions d’'una banda i les
.diferéncies en el DNA de l'altra. El grup de Bacillus amb un 9%, GC de
32 a 62 és tant o més divers que el dels bdeHovibrions, segons va demos-
trar TAKAHASHI et al. *’ amb experiments d’hidridacié de DNA. No crec
que en bacteriologia tots els casos que semblen poder-se interpretar com
a convergencies ho siguin en realitat. Penso que hi ha una altra possibi-
litat per explicar la semblanca morfologica i la diversitat gendmica que
es troba en soques de bacteris molt semblants. Com hem dit a la intro-
duccié, les possibilitats de canvis, fins i tot drastics, del genoma dels bac-
teris semblen cada dia més evidents. Imaginem-nos per un moment que
les seqiiéncies de bases en el DNA d'un cistré6 poden variar mentre els
canvis no afectin Ia funcié de la proteina codificada, perd siguin suficients
per impedir I'aparellament de les cadenes del DNA en els experiments
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d’homologia. Si aixd és veritat, les mesures d’homologia haurien de donar
uns tants per cents molt baixos, puix l’aparellament de les cadenes sen-
zilles de DNA depén de la semblanca global en la seqiiéncia de bases dels
fragments que interaccionen. Vegem en dos exemples la possibilitat d’a-
questa situacio.

Per tal de digerir les proteines de I'hoste, els bdeHovibrions sintetit-
zen i segreguen fora de la ctHula molts tipus de proteases, entre elles,
serin-proteases. Malhauradament no es coneixen les seqii¢ncies d’amino-
acids d’aquests enzims a Bdellovibrio, perd si les d’algunes serin-proteases
de membres del génere Bacillus. SMITH et al. * varen analitzar les seqii¢n-
cies de la serin-proteasa (subtilisina) de dues soques de Bacillus subtilis.
Els resultats indicaren que la subtilisina de Bacillus subtilis BPN era
molt diferent de la de Bacillus subtilis Carlsberg. A causa de la composi-
cié diferent d’aminoacids, aquests tipus d’enzims sén separables mitjan-
cant electroforesi. Aixi s’ha fet en el cas de les serin-proteases de Bdello-
vibrio” que també donaren motilitats electroforétiques diferents. Aixd
fa suposar que les seqii¢ncies d’aminoacids de les serin-proteases dels bdel-
lovibrions també siguin diferents. Es a dir, mentre la funcié de l'enzim,
en aquest cas una proteasa, no resulti perjudicada, la constitucié nucleo-
tidica del segment de DNA codificada pot experimentar modificacions que
condueixin a aminoicids diferents en la cadena polipeptidica.

En el cas dels citocroms, AMBLER et al.! comprovaren que dins d’una
espécie de génere Pseudomonas, les diferéncies d’aminoicids en un deter-
minat citocrom eren més grans que les que s'observen a la mateixa pro-
teina entre diferents animals i plantes.

Alguns autors pensen que hi ha parts del DNA més estables i rebe-
ques als canvis. Aixd s’ha comprovat en els cistrons que codifiquen la
sintesi del rRNA. El conjunt d’aquests cistrons, tot i que alguns estan
repetits de sis a deu vegades en el genoma d’un bacteri, no representa
més del 49, del total del DNA. Dor et al.®, MooRe et al.!” i d’altres
trobaren que la seqiiéncia de bases en els cistrons del rRNA era la ma-
teixa quan es comparen espécies bacterianes de géneres diferents. Tan-
mateix, aquest fet no és general, puix TAKAHASHI et al. ** treballant amb
Bacillus i SEIDLER et al. 32 treballant amb Bdellovibrio han trobat que la
seqii¢ncia de bases dels cistrons que codifiquen el rRNA no és la mateixa
fins i tot en soques bacterianes incloses dins un mateix génere. Si en sen-
tit filogenétic acceptem els Bacillus i els Bdellovibrio com a grups natu-
rals de bacteris podem concloure que al llarg de l'evolucié dels micro-
organismes els fragments de DNA que codifiquen el TRNA no han que-
dat «congelatsh i presenten variabilitat adhuc entre soques de bacteris
molt semblants. Aixi, doncs, no tots els rRNA, per fer la seva funcié a
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nivell de ribosoma, necessiten tenir la mateixa seqii¢ncia de nucleotids.
De primer moment sembla que pel fet d’ésser el ribosoma un organul tan
uniforme quant a estructura i funcié, el RNA ribosdmic hauria de tenir
la mateixa seqii¢tncia de nucleotids en tots els bacteris actuals. S’ha sug-
gerit la possibilitat que podrien existir en una mateixa c¢Hula diversos
tipus de ribosomes amb funcions diferents encara que sempre per a sinte-
titzar proteines. Aixé de moment no s’ha comprovat i per tant cal pensar
en la uniformitat d’estructura i funcié dels ribosomes. Actualment hom
creu, amb bons fonaments, que el rRNA no actua com a missatger per
les mateixes proteines del ribosoma. En cas que el rRNA fes de mRNA
per aquestes proteines, la seva informacié no abastaria a codificar la sin-
tesi de totes elles, siné solament d’'una quarta part. La funcié del rRNA
sembla més «enzimitican o «estructural» que no pas codificadora. Per
tant és possible imaginar fragments d’aquest rRNA molt necessaris per
a la funcié de la molécula i d’altres trossos on els canvis de bases no
tinguin tanta transcendéncia.

Aixi, doncs, veiem que, en el mén dels procariotes, la variabilitat
de bases en el DNA quan es comparen bacteris molt semblants es déna no
solament en els cistrons de proteines enzimatiques, siné fins i tot en els
que codifiquen el rRNA. A part d’aquestes diferéncies de bases d’accié
directa sobre la constitucié de les proteines, també pot haver-hi diferén-
cies degudes a la degeneraci6 del codi genétic.

Amb aquestes evidéncies i des d'un punt de vista evolutiu queda
plantejada la dificultat de la interpretacié de les dades d’homologia entre
Acids nucleics de bacteris. ¢No serd que aixi com a les plantes i animals
superiors hi ha taxonoms que van darrera les formes per a descriure
noves entitats sistemaitiques a nivell d’espécie, en els bacteris el bidleg
molecular té un mecanisme —les homologies entre DNA—, per a des-
criure infinitat de noves espécies? De tot aixd es deduiria que la mesura
de I’homologia entre genomes bacterians pel que respecta a la classificacié
no pot tenir el mateix valor que I’homologia entre DNA d’éssers superiors.
Crec que en els bacteris les dades d’homologies no tenen tant de valor per
a establir classificacions naturals com alguns autors volen donar-los-hi.
Si ho acceptem aix{, les diferéncies en les homologies de DNA de bacteris
molt semblants foren una prova de les possibilitats de diversificacié dels
genomes bacterians tot i conservant-se les mateixes estructures i funcions.

Potser la resposta a l'alternativa convergéncia envers diversificacié
es troba en la valoraci6 del nombre i importancia dels caracters que es
comparen (accié evidentment subjectiva). De fet, si agafem el concepte
de convergeéncia evolutiva en el nivell morfologic en els eucariotes també
podem aplicar-lo a certes semblances entre grups de bacteris. Per exem-
ple, molts bacteris que viuen adherits a solids a les aigiies tenen una
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estructura, la prosteca, que els subjecta al substrat. Aquesta estructura,
tot i acomplint la mateixa funci6, és produida per grups de bacteris molt
llunyans genéticament. Aix{, dons, podem considerar aquest exempla com
un cas de convergéncia en la funcié de subjectar el bacteri el substrat.
Un altre exemple el constitueixen tots els bacteris que en un moment
del seu cicle vital produeixen una estructura util a la propagacié de l'es-
pécie i més o menys resistent a la deshidratacié: les espores i els cists
bacterians. En aquestes estructures fins i tot hi ha semblances molt no-
tables (nombre i disposicié6 de les capes que constitueixen el cist o l'es-
pora), perd la semblanca mai no arriba a una identitat absoluta de la
naturalesa quimica de les macromolécules que constitueixen les diferents
capes. Aix{ per exemple, alguns bacteris oxidadors del metd produeixen
unes espores extraordinariament semblants a les dels Bacillus, perd hi
manca I’acid dipicolinic, constituent tipic i universal de les espores dels
Bacillus aillats a la natura **.

Queda com a una incognita si en el mén bacteria les convergéncies
varen arribar a igualar no solament les funcions, siné també la bioqui-
mica intima de les estructures macromoleculars (membranes, parets, tipus
de flagell) que sostenen aquestes funcions. Aixd hauria passat en el cas
dels Bdellovibrio i dels Bacillus. Si en lloc d’usar el terme «convergéncian,
que pot tenir un cert regust lamarckia, utilitzem el de «coincidéncian,
potser no es podra negar que, del conjunt infinit de bacteris ancestrals,
moltes linies en llocs diferents arribessin al llarg dels milions d’anys i de
generacions a «coincidir» exactament en la mateixa bioquimica estructu-
ral i funcional. Aquesta és una possibilitat dificil de comprendre potser,
perd que no es pot negar.

Vegem un altre aspecte en l'estudi dels genomes bacterians. La gran-
daria del genoma dels bacteris s’ha fet servir també per separar espécies.
En el cas dels bdeHovibrions trobem un conjunt de soques amb un DNA de
pes molecular mitji igual a 1330 x 10® uma (Bdellovibrio 3294, W i 109D).
El DNA de la soca Bdellovibrio UKiz pesa 1490 x 10® uma i el de Bdello-
vibrio Ag.12 1700 x 10° uma. Entre €l genoma més gran i el més petit
hi ha una diferé¢ncia de 370 x 10® uma. Aquesta és una xifra considerable,
perd BRENNER et al.? analitzant la grandaria del genoma de moltes so-
ques d’Escherichia coli de diferent origen obtingueren diferéncies de fins
670 x 10° uma. En els bacteris, molts elements cromosomics tipus plasmid
tenen pesos moleculars de 70 x 10* uma i més®. Per exemple, el plasmid
ColVBtrp té un pes molecular de 107 x 10° uma i correspon a un 5%, de
cromosoma de I'hoste (Escherichia coli). Se sap que molts d’aquests ele-
ments es poden integrar en el cromosoma dels bacteris i ésser transferits
a la natura i al laboratori d'unes céHules a les altres. Aixi, doncs, ’ori-
gen d'una diferéncia de pes molecular considerable pot ser explicada si
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es pensa en la possibilitat que un cromosoma bacterid hagi intercanviat
i incorporat diversos fragments de DNA al llarg de I'evolucié. Dintre
de certs limits, les diferéncies de grandaria de genoma no semblen barre-
res infranquejables des d’'un punt de vista evolutiu.

Fic. 5. — Esquema de dues possibilitats d’evolucié en els bacteris (situacié idealitzada).

@ Exit bioldgic d'una
forma bacteriana ancestral

l

diversificacié a
nivell molecular

/TN

Uniformitat morfoldgica, estructural i estratégica de vida.
Formes actuals Varietat en les bases del DNA, grandaria del genoma i en els ami-
noicids de les proteines.

(In) Diversitat molecular i
fisiologia de diverses
formes ancestrals

\ //

Convergéncia evolutiva
a nivell molecular

Nivell on es va aconseguir la
uniformitat estructural i d’es-
tratégia de vida.

La diversitat en les bases del DNA i aminoicids de les proteines és
una reliquia de les formes ancestrals originiries diferents.

Formes actuals {

A la figura 5 s’han caricaturitzat les dues possibilitats extremes d’evo-
lucié en el mon bacterid discutides més amunt. Es possible que totes dues
s’hagin donat en una mateixa linia de descendéncia al llarg dels milions
d’anys des que els bacteris aparegueren a la terra. La hipotesi de la di-
versificacié (I) recolza en les posibilitats de variacié del material genétic,
I'antiguitat dels bacteris i les possibilitats d’isolament. En aquest cas, la
mutacié es veu com a font de diversificaci6é mentre que l'intercanvi de
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trossos grans de DNA entre bacteris que conviuen en un mateix lloc
seria una forga que tendiria a la uniformitzacié dels genomes. En el cas
dels bdeHovibrions podem pensar en isolaments deguts al macrohabitat
«inorganic» (bdeHovibrions del sol, d’aigiies salobres, d’aigiies dolces, del
mar, etc.), perd també en isolaments deguts al microhabitat «organic», és
a dir, a l'especialitzaci6 d’hoste. Per exemple, les soques tipus Ag.12 sola-
ment ataquen els pseudomones i no ho fan amb els enterobacteris.

Si acceptem la hipotesi de la convergéncia (II) a I'hora de pensar
en un arbre filogenétic, les homologies entre els DNA de bacteris indica-
rien d’'una manera quasi bé absoluta el parentiu ancestral entre dos bac-
teris. Aix{, doncs, recolzant-nos en les dades d’homologies podriem dir que
els bdeHovibrions actuals provenen de linies evolutives separades. Sén
polifiletics.

Si pensem en l'ordenacié sistematica dels bacteris mitjancant l'estudi
d’hibridacions d’Acids nucleics i acceptem la hipotesi de la convergéncia
funcional, el futur de les classificacions bacterianes de base filogenética és
prou fosc. Es possible que apareixin tantes linies evolutives diferents com
soques de bacteris estudiats aillats de llocs geografics llunyans. En canvi si
s'accepta que les possibilitats de diversificacié que afecten les bases molecu-
lars del genoma en una linia bacteriana poden ésser importants, la signi-
ficacié de les homologies per a establir parentiu natural no sera tan gran.
En aquest cas, homologies diferents indicarien manca de contacte entre
linies bacterianes més que no pas l'origen polifiletic de les soques. El
genere de bacteris estaria format per grups de soques amb caracters mor-
fologics, estructurals (incloent-hi la composicié i arquitectura bioquimica
de parets i membranes) i fisiologics que conjuntament constituiren l'es-
tratégia de vida d’aquests bacteris. Dins d’aquest tipus de grup natural
de soques les homologies d’icids nucleics podrien variar des d'un 09,
a un 100%,.

Des del meu punt de vista crec que la situacié que presenten els
bdeHovibrions, els Bacillus i d’altres bacteris no esmentats s'adapta més
a un model tipus I (diversificaci6 del genoma) encara que no veig com
es pot negar absolutament la possibilitat representada pel model tipus II
(convergéncia estructural i funcional).

Perd mentre alguns grups de bacteris es presten a aquests tipus de
discussions, altres com les enterobacteridcies no ofereixen una situacié
tan clara, puix que les diferéncies de morfologia i estructura sén quasi
Jinexistents. Per aquest motiu el valor que alguns bacteridlegs donen a les
homologies en aquest grup és molt gran i donen per segur que l'aparella-
ment entre dos DNA ¢és una bona dada de base filogenética. Crec que en
aquests grups de bacteris s’ha d’anar molt amb compte abans de donar
un valor filogenttic a les dades d’homologies entre acids nucleics.
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Encara que la situacié en Bacillus i Bdellovibrio pot ésser pensada com
un cas concrét en el mén dels bacteris, sens dubte constitueix un model
que pot donar llum a la comprensi6 dels mecanismes evolutius en el nivell
d’organitzacié procaridtica.
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